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Ⅰ　 研 究の成果　 　(1000字程度)
　　我々は、往復循環 クロマ トグラフィーとい う生体高分子の精製法を考案 し、その開発を行 って いる。こ
の手法は多種類の生体高分子を同一の生体試料か ら同時に同条件で単離することを可能にするものである。
マルチピペッターが搭載された自動分注機 を用い、試料を多検体のアフィニティーチ ップで同時に吸引、吐
出を繰 り返す ことで、全ての試料溶液を全てのチップに均一に循環 させ ることを基本原理 としている(下
国)。これによりチップごとに目的とする生体高分子が回収され る。また、この方法はチ ップの作成が容易
である点、吸着、洗浄、溶出の全工程の自動化が可能である点が特に優れている。現在、これを同時並行し
て8種 類のアフィニティーチ ップで行 うことが可能だが、さらにその数 を増やすことで、同時に精製する検
体数を拡張す ることも容易である。
　　ヒス トンはメチル化、アセチル化、リン酸化といった様々な翻訳後修飾を受けることが知 られてお り、
その修飾の数は60種類以上あることが知られている。ヒス トン修飾はクロマチンの構造変化に関与す ること
が知られ、その修飾の種類と組み合わせによって、転写の活性化やサイ レンシング、クロマチ ン凝縮な ど、
複雑な遺伝子の発現制御が発揮 され ると考 えられている(ヒス トンコー ド)。クロマチン免疲沈降法(ChlP)
は、様々な抗修飾 ヒス トン抗体によってヌク レオソームを分離 し、そこに含まれるDNAを解析する手法であ
り、エピジェネティックな発現制御 を解析する上で重要な手段である。しか し、手作業であるが故に解析対
象の数に制限があることや操作時間のば らつきなどから、デー タの定量性に問題が生 じることが予想 され
る。時空間的に変動するヒス トンコー ドを解析するためには、同一の試料よ り、複数の ヒス トン修飾 を迅速
かつ同時に同条件で解析することが必要である。そこで我々は、往復循環クロマ トグラフィーをChlP法に適
応することを試みた(multi-ChlP法)。実際に試作装置を用い、HeLa細胞の破砕液 を試斜として解析 を行 っ
た。抗体はanti RNA polymerase II、anti m thyl H3Lys4、anti acetyl H3 Lys9、anti acetyl H3Lys14、
1gGなど8つ を用い、GAPDH遺伝子の プロモーター領域についてreal-time PCRを行い定量的に評価 し
た。その結果、従来の方法と比較 して、傾向としては同様の結果が得られたが、バ ックグラウン ドの上昇が
見 られた。現在は、バックグラウン ドを下げ，よ り感度の高い結果が得 られるよ う条件の検討やアフィニテ
ィーチップの改良を行っている。
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